Mycoplasma ovis en sangre de ovinos, en ambientes pecuarios de la República de Panamá by Garrido, Dessy
UNIVERSIDAD DE PANAMÁ 
VICERRECTORÍA DE INVESTIGACIÓN Y POSTGRADO 
PROGRAMA DE MAESTRÍA EN MICROBIOLOGÍA AMBIENTAL 
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES EXACTAS Y TECNOLOGÍA 
\$IBJuP 
Biblioteca mt. Simón Bolívar 
1111111 11111 1111111111 
00325749 
MYCOPLASMA OVIS EN SANGRE DE OVINOS, EN AMBIENTES 
PECUARIOS DE LA REPUBLICA DE PANAMÁ. 
AUTOR 
LICENCIADA DESSY GARRIDO 
CÉDULA: 8-771-2428 
ASESOR 
Dra. Nora de Moreno 
TESIS PRESENTADA COMO UNO DE LOS REQUISITOS PARA OPTAR AL GRADO 
DE MAESTRO EN MICROBIOLOGÍA AMBIENTAL 
PANAMÁ, REPÚBLICA DE PANAMÁ 
ABRIL, 2017 
agister Brenda d 
Miembro 
Título de la Tesis: 
"Mycoplasma Ovis en Sangre de Ovinos, en Ambientes Pecuarios de la 
República de Panamá" 
TESIS 
Sometida para optar al título de Maestría en Microbiología Ambiental 
Vicerrectoría de Investigación y Postgrado 
Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y Tecnología 
APROBADO POR: 
Dóctora Nora O de Moreno 
Presidente 
JLL/ 
Doctor Carlos Moran 
Miembro 
REFRENDADO POR: 
RE 	 ESENTANTE DE LA VICERRECTORIA 
DE INVESTIGACIÓN Y POSTGRADO 
FECHA: 
AGRADECIMIENTO 
Al Departamento de Microbiologia Humana de la Facultad de Medicina de la Universidad 
de Panama. Agradezco de manera muy particular a la Dra. Nora de Moreno quien en su 
papel de tutora me brindo la onentacion necesaria para la realizacion de este trabajo A la 
Mgrt Indira del Carmen Espino, por su ayuda y onentacion en el analisis de Biologia 
Molecular Tambien al Mgrt Gilberto Eskildsen por su guia en el analisis estadistico 
De igtal manera a la Dra Nacan Jaranullo que junto con los estudiantes de la Facultad de 
Medicina Veterinaria facilitaron las muestras de sangre de ovinos para el proyecto Además 
el aporte y financiamiento de este proyecto a traves del Programa de Estimulo a las 
Actividades de Ciencia y Tecnologia de la SENACYT (Secretaria Nacional de Ciencia 
Tecnologia e Innovacion) 
Tambien agradezco al Dr Emilio Moreno y el profesor Nonel Correa de la Escuela de 
Fisica por facilitar el dispositivo electromco ARDUDROP 10 para la medicion de la 
temperatura y humedad en campo 
Al Centro de Investigacion en Entomologia de la Universidad de Panama, por su 
colaboracion en la identificacion de los vectores biologicos recolectados en el area. 
A mis adres por su apoyo incondicional principal motor para poder culminar esta meta 
,A todos muchas gracias' 
INDICE GENERAL 
RESUMEN 	 1 
INTRODUCCIÓN 	 3 
OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICO 	 6 
CAPITULO¡ Revisión Bibhografica 
11 Generalidades 	 8 
12 Manejo del ganado ovino 	 9 
13 Adaptabilidad de las ovejas 	 10 
14 Sistema de produccion ovina 	 13 
1 Mycoplasma ovis 	 19 
CAPITULO II Materiales y Metodo 
U 1Toma de muestra de sangre 	 23 
112 Frotis sangumeo 	 23 
113 Tmcion de las muestras 	 23 
114 Exlraccion de ADN 	 25 
II 5 Reaccion en cadena de la Polunerasa 	 26 
II 6 Electroforesis 	 27 
117 Evaluacion ambiental 	 29 
CAPITULO III Resultados 	 31 
CAPITULO IV Discusion 	 47 
CAPITULO Y Conclusion 	 52 
CAPITULO VI Recomendacion 	 54 
CAPITULO VII Bibliografia 	 56 
ANEXOS 	 62 
INDICE DE CUADRO 
Cuadro 1 	 21 
Cuadro 	 51 
Cuadro A1 	 63 
Cuadro A2 	 65 
Cuadro A3 	 66 
Cuadro A4 	 72 
Cuadro A5 	 73 




Figura 	 30 
Figura 	 30 
Figura 4 	 30 
Figura 5 	 34 
Figura 	 35 
Figura 	 36 
Figura 8 	 37 
Figura 	 38 
Figura 10 	 39 
Figura 11 	 40 
Figura 12 	 41 
Figura 13 	 42 
Figura 14 	 43 




Figura 17 	 46 
Figura 18 	 50 
1 
RESUMEN 
Este estudio se realizo en 6 fincas ubicadas en la provincia de Panamá, donde fueron 
recolectadas 71 muestras de sangre de ovejas con anemia para determinar la presencia de 
Mycoplasma ovis como agente etiologico de la anemia hemohtica. 
Los 71 frotis sangumeos fueron teñidos con los colorantes Giemsa y Naranja de Acndma, 
resultando 41 muestras clasificadas como sospechosas por las tmciones con granulaciones 
basoflias y detecciones de ADN en los entrocitos A estas muestras se les reali7iron extracciones 
de ADN como paso previo para realizar la prueba molecular Reaccion en Cadena de la 
Polimerasa (PCR) Se amplificaron 10 muestras correspondientes a las fincas n°4 y n°5 Se 
observo una banda de ADN de 400 a 450 pares de bases en la muestra MM-14 procedente de la 
finca N°4 Esto confirma la presencia de Mycoplasma spp en sangre de ovmos como primer 
reporte en fincas de la provincia de Panama 
Como factores que estan relacionados a la presencia y transmision del hemoparasito hallado en la 
finca N°4 se describe el indice de temperatura y humedad (ITH) Los resultados mostraron cifras 
muy por encima y debajo del indice adecuado u optimo para las ovejas que es de 23 lo que las 
hace vulnerables a la mfeccion por Mycoplasma ovis Ademas se capturaron mosquitos del 
genero Culex spp y garrapatas del genero Amblyoma los cuales son asociados como vectores 
biologicos en la transmisión del hemoparasito 
En base a todos los procedimientos y evaluaciones realizadas y considerando que el hallazgo se 




Tius study was camed out on six farms located m the province of Panama, where 71 blood 
samples from sheep with anemia were collected to determine the presence of Mycoplasma 
ovis as the etiologic agent of hemolytic anemia 
The 71 blood smears were stamed with Giemsa and Acndme Orange dyes resultmg in 41 
samples classified as suspect based on the analysis of basophilic stnphng and DNA binding dyes 
detectel m erytbrocytes DNA samples were taken from these samples as a prehminary step to 
perform the Polymerase Chain Reaction (PCR) Ten samples were amplified corresponding to 
farms N°4 and N°5 A DNA band of 400 to 450 base pairs was observed m sample MM 14 
coming from farm N°4 This is the first confirmation of the presence of Mycoplasma m sheep 
blood on farms m the provmce of Panama The Temperature and Hurmdity Index (THI) revealed 
the presence and transmission of hemoparasite found on farm N°4 The results showed figures 
well aboye and below the appropnate or optimal mdex of 23 wluch makes the sheep vulnerable 
to the Mycoplasma ovis mfection lii addition they captured species of the genus Culex spp 
mosquitos and ticks from genus Amblyoma spp wbich are biological factors associated with 
hemoparasite transmission 
Based on afl the procedures and evaluations performed and considenng that the findmgs were 




Los pequeños rumiantes como los ovinos y caprmos fueron una de las primeras especies que se 
domesticaron.Desde sus ongenes han producido multiples beneficios al hombre Pero en los dos 
ultimos siglos la produccion ovina se ha especializado dependiendo del area geografica, los 
cambios en los habitos y actitudes de los consumidores y el aumento de la poblacion a nivel 
mundial (Sañudo Astiz Carlos 2008) 
Por otra parte los sistemas de produccion vanan enormemente de un pais a otro como reflejo de 
la diversidad de condiciones ambientales que determinan una gran variabilidad de razas sistemas 
de alojamientos niveles de mtensificacion productiva, calidad y demanda del mercado (Sañudo Astiz 
Carlos 2008) 
De acuerdo con Saldaña (2005) a pesar de que en Panama no existe la tradicion de producir ovinos 
y caprmos en los ultimos años se ha observado un incremento en el numero de de explotaciones 
(12% en 2001 de acuerdo a cifras de la Contralona General de la Republica - 2001) impulsada 
pnncipalmente por la creciente demanda de los productos que se derivan de estos pequeños 
rumiantes (Diazgrandos D 2011) 
De la cna de ovinos se derivan multiples productos carne de gran valor nutritivo y muy aceptado 
en el mercado pieles de buena calidad leche con alto valor nutritivo lana importante a nivel 
artesanal y otros subproductos potencialmente utilizados en industria y alimentos (Bamos c et al 2007) 
Con frecuencia las ovejas son afectadas por tres tipos de enfermedades 
1 Parasitarias que son las mas frecuentes y a las que los ovinos son mas susceptibles Las 
hay externas e mternas 
2 	 Infecciosas causadas por bacterias y virus 
3 	 Carenciales por deficiencias nutricionales (Bar c et al, 2007) 
En ovmos y caprmos las enfermedades infecciosas con cuadros hemoliticos son frecuentes 
producto de multiples agentes etiologicos que son capaces de producir anemia, ictericia y 
hemoglobmuna i i. CYIUhUI.  2007) 
Mycoplasma ovis fue descrito en 1934 por Neitz et al en Sudafhca. Este hemoparasito conocido 
anteriormente como Eperythrozoon ovis es un microorganismo encontrado en cuadros 
hemoliticos 
5 
Se trata de parasitos obligados de la membrana de los globulos rojos que se transmiten de unos 
animales a otros por diversos mecanismos como vectores (Mosquitos Moscas Pulgas Garrapatas 
y Acaros) que realizan la transferencia de sangre infectada (Robin W Allison, Jane E Sykes 2011) 
Podemos decir entonces que el diagnostico de este hemoparasito tiene una gran connotacion, el 
cual no ha sido aplicado hasta ahora en Panama 
Un reporte en Argentina en el 2009 informa sobre los aspectos epidemiologicos cinucos y 
metodos de diagnosticos empleados en un brote de rmcoplasmosis ovina ocurrido en cercamas de 
Rosario de la Frontera Salta en una pequeña majada mtegrada por ovmos de origen local 
diverso (Aguin D H et al 2009) 
La infeccion por Mycoplasma ovis es generalmente asmtomatica, aunque se han descrito cuadros 
cimicos de curso cromco y agudo La forma cromca se caracteriza por anemia moderada, fatiga y 
menor produccion de carne y lana En animales portadores la anemia puede eventualmente 
acentuarse por estres mmunosupresion o enfermedades concurrentes La forma aguda cursa con 
fiebre anemia grave ictericia, depresion, perdida de peso y muerte (Aguirre DR el al 2009) 
La temperatura del aire la humedad la velocidad del viento y la radiacion solar son factores 
causantes del estres en estos animales Son factores que tienen fuerte influencia sobre el consumo 
voluntario de alimento digestibilidad, metabolismo y la disipacion del calor corporal 	 dos D 
2011) 
El Indice de Temperatura y Humedad (ITH) es uno de los indicadores mas utili7ados para estimar 
la carga de calor a la que se ven sometidos los animales la cual puede generar al ovmocultor 
disminuciones significativas en el producto 
Ante esta realidad y con la finalidad de ampliar y fortalecer los conocimientos en cuanto al estado 
de salud de los ovinos nos proponemos en este trabajo identificar el hemoparasito Mycoplasma 
ovis cuyo diagnostico en pequeños rumiantes en estado anemico ayuda al ovmocultor tomar las 
medidas correspondientes y determinar si este microorganismo se encuentra en las fincas 
dedicadas a la ovmocultura en nuestro pais 
Ademas esta practica pecuaria es una alternativa que suple necesidades vitales del ser humano la 
cual se hace accesible a una poblacion con limitaciones economicas 
Una vez identificado Mycoplasma ovis se debe evaluar todos los parametros que pueden influir en 




• Determinar la presencia del hemoparasito Mycoplasma ovis como agente etiologico de la 
anemia hemohtica en ovinos en fincas de la provincia de Panama. 
• Enumerar las condiciones ambientales del area que esten relacionadas con el desarrollo y 
transmision del hemoparasito 
Especificos 
• Determinar a traves de las pruebas de tamizaje (tmcion de (hemsa y Naranja de Acndma) 
y una mas especifica como la tecmca molecular PCR (Reaccion en Cadena de la 
Polimerasa) un diagnostico de Mycoplasma ovis que permita confirmar que este agente 
es el que causa la anemia en los ovinos 
• Comprobar dentro del area, la relacion que tienen los datos de temperatura y humedad 
ambiental obtenidos con la anemia causada por Mycoplasma ovis 
• Identificar dentro del area, vectores biologicos que podrian estar asociados con la 





Las ovejas fueron domesticadas en el periodo neolitico La primera representaclon artistica de 
ovejas en Egipto aparece en una de las mas antiguas esculturas conocidas que se remontan al año 
4 000 a.c algunas esculturas posteriormente muestran uno de los primeros usos que se le dio a los 
ovinos el de hacerlos caminar o conducirlos a traves de los campos recien sembrados en el Valle 
del Nilo para enterrar el grano pisotean(1olo(Producción ovina, 1973 editorial ateneo) 
La clasificacion de los ovinos ha sido objeto de confusion por el asombroso numero de razas y de 
los notables cambios producidos por la domesticacion Los ovinos en domesticidad han llegado a 
depender completamente del hombre, son incapaces de retomar a la vida salvaje 
Los ovinos provienen de lanares salvajes de Europa y Asia, principalmente de dos razas salvajes 
a) Los Muflones (Ovis musimon y Ovis orientalis) y b) El Una! de Asia (Ovis vigre,) 
No obstante muchos datos indican que los ovinos salvajes de grandes cuernos de Asia pueden ser 
por lo manos uno de los progenitores de los grupos de Asia Central Ademas tal vez algunas razas 
modernas proceden de otros ovinos salvajes aparte de los indicados (Producción ovina, editorial ateneo 1973) 










Existen mas de 200 razas de ovinos y cada una tiene caractensticas propias que la hacen 
importantes a la hora de ser mcluidas dentro de un proyecto de ovinos 	 c Ct 9 2007) 
9 
Entre las razas mas famosas y reconocida mundialmente se encuentran (Bamos c et al 2007) 
Ra7as de lana 
• Categona de carne Suffolk, Hampshire down Texel Dorset Cheviot 
e Categona prohfica Romanov Rideau arcott 
• Categona leche East Fnesian Dairy, Manchega. 
Razas de pelo 
• Categona de carne Dorper Katahdin, Pehbuey, Santa mes Sant croix Beef master 
• Categona prohfica Black Belly 
Los carneros ovejas y corderos comunes son por lo general animales esbeltos sus cabezas son 
algo puntiagudas en la parte anterior el pelaje es velloso y la cola corta. (Gónez L Pinzón R 1983) Son 
muy prolificos Las cnas nacen en avanzado estado de desarrollo y son pronto capaces de seguir a 
la madre (El mundo de los ammates 1971) 
12 	 MANEJO DEL GANADO OVINO 
La produccion de ovmo representa una eleccion para el productor pecuario que actualmente se 
esta desarrollando de manera acelerada no solo entre los productores de subsistencia, sino en los 
comerciales que buscan mayor rentabilidad, un mejor precio ciclos de produccion mas cortos y 
menor mversion inicial i E Ensnunger Producción Ovina" 1970) 
Segun la funcion economica se dividen en carne lana, leche y piel pudiendo existir en ellas la 
doble finalidad y en algunos casos clasificando las ovejas prolificas en otra categoria 
Segun el tipo de fibra se dividen en lana fina, media o pelo (ao, c ci al, 2007) 
Entre las ventajas que ofrece la produccion ovina podemos enumerar las siguientes 
Alto indice de conversion alimenticia. 
Alto porcentaje de produccion 
Mayor aprovechamiento de recursos alimenticio 
No requieren grandes areas para mantenimiento 
Producen mas cantidad de carne por superficie 
Se obtienen productos de alto valor comercial 
Esta actividad ovina en el medio tropical esta aumentando en importancia y representa una 
alternativa para la practica de una ganadena diversificada ya que contribuye al desarrollo de areas 
marginadas por los menores requerimientos de capital y tierra 	 wlos D 2011) 
'o 
1.3 	 ADAPTABILIDAD DE LAS OVEJAS 
Uno de los factores que afecta el desarrollo de la actividad agropecuaria en el mundo son las 
condiciones climaticas 
Las alteraciones en la temperatura y los regimenes de precipitacion pueden provocar la 
propagacion de enfermedades y parasitos en regiones nuevas o producir un incremento en la 
incidencia de enfermedades las que a su vez provocan una reduccion en la productividad del 
sistema y posiblemente incremento en la mortalidad animal 
Son animales homeotermos lo cual quiere decir que tratan de mantener su temperatura corporal 
dentro de niveles optimos que les permite mantener el funcionamiento de su organismo sin tener 
que recurrir a mecanismo alguno ya sea para disipar o para ganar calor 
El estres calonco resulta de la inhabilidad del animal para disipar suficiente calor y mantener su 
homotermia Altas temperaturas ambientales humedad relativa y energia radiante compromete la 
habilidad del animal para disipar el calor oiazgrandosD 2011) 
Como resultado se produce un incremento en la temperatura corporal, la cual a su vez inicia los 
mecanismos compensatorios y de adaptacion para tratar de restablecer su homotermia y 
homeostasis (Cardozo eta! 20 10) 
Su productividad, eficiencia y desempeño es optimo dentro de la zona termo-neutral (zona de 
confort) la cual está limitada en su extremo bajo por la temperatura mas baja cntica, y en el 
extremo superior por la temperatura alta mas cntica (pu Pmez, et al 1990) 
En este rango de temperatura ambiental la regulacion de la temperatura corporal es conseguida 
con el mimmo esfuerzo 
La zona termo-neutral depende de muchos factores entre los que incluyen, la especie la rq7.2, la 
edad el nivel de nutncion el mvel de produccion, el estado fisiologico la grasa corporal el color 
del pelaje el origen geografico y el comportamiento (Cio 1996) 
En condiciones de termo-neutralidad, la productividad al igual que la supervivencia del animal 
dependen principalmente de su capacidad de mantener la temperatura corporal dentro de los 
niveles constantes independientemente de las variaciones de temperatura ambiental (Joho, 198 
Para Abi Saab y Sleiman (1995) la tolerancia y adaptacion de los animales estan determinadas por 
las constantes fisiologicas como frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca y de la temperatura 
corporal 
11 
Algunos de los principales resultados de la actividad antropogemca han sido el incremento de los 
niveles atmosfencos de CO2 las alteraciones de las propiedades biologicas y quimicas del suelo 
asi como el continuo uso y cambio de uso de la tierra En su conjunto estos hechos han provocado 
cambios chmaticos a traves del planeta aumentando las temperaturas mmimas y maximas para el 
periodo 1951 1990 Esta asmietna entre minunas y maximas ha sido detectada a traves de todas 
las estaciones del año en el planeta, particularmente en las regiones del hemisferio norte 
Asimismo diversos modelos chmaticos pronostican cambios en el clima del mundo con un 
aumento en la concentracion de CO2 atmosfenco mcrementos de temperaturas y cambios en la 
distribucion de las precipitaciones Las estimaciones de mcremento en la temperatura superficial 
media global son de un rango de 15 a 4 5 oc 
Todo esto tendria profundos efectos en la produccion agropecuana y de ahmentos tanto para los 
animales como para el ser humano (Aas i 	 'n. ESCObW PC 2008) 
El efecto del clima en la produccion animal ha sido estudiado desde hace aproximadamente medio 
siglo lograndose importantes avances en el entendimiento de los aspectos fisiologicos y de 
comportamiento animal bajo condiciones termo-neutrales y de estres climatico En este sentido 
muchas de las investigaciones en biochmatologia animal se remontan a la decada del 50 donde 
comienzan de forma mas sistematica los primeros estudios que evaluan el efecto de la temperatura 
y la humedad en la salud de los animales los cuales en su mayona fueron conducidos bajo 
camaras de ambiente controlado 
Sin embargo el rapido avance computacional y tecnologico del ultimo tiempo ha posibilitado 
contar con modernos dispositivos electromcos y telemetncos que se traducen en un incremento en 
el numero de experimentos de campo bajo condiciones de produccion comercial Este tipo de 
dispositivos y de investigaclon permiten tener un acucioso registro de los cambios de temperatura 
corporal la tasa de respiracion y la sudoracion asi como el consumo de alimento y agua 
Asi en la actualidad es posible evaluar en forma conjunta el efecto de diversos factores tales 
como radiación solar humedad relativa, temperatura ambiental velocidad del viento 
precipitaciones tipo de dieta, mvel energetico de la dieta, genotipo etc (Anas itA MWir TL Escobar PC 
2008) 
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1.3 1 Temperatura ambiental 
Esta es la variable mas investigada y al mismo tiempo la mas uttll7ad2 como mdicadora del 
estres (Anas el, al 2008) 
El promedio de la temperatura ambiental es considerado como la principal medida termica 
utilizada para estimar el confort animal NRC 1981) 
El estres calonco ambiental para la oveja ocurre cuando la temperatura ambiental de la oveja 
supera los 31°C idos D 2011) 
A pesar de la capacidad de adaptacion de las ovejas este estres temuco causa alteracion en sus 
funciones vitales (circulacion, respiracion, ultrafiltracion renal metabolismo termorregulacion y 
control hormonal) y en la capacidad de produccion (requerimientos nutricionales actividad 
animal consumo de alimento y agua reproduccion y fertilidad desarrollo placentario y fetal 
salud creFlmlento  y la produccion de leche) (D~dos D 2011) 
La temperatura del aire es considerada el factor climatico con mas influencia sobre el ambiente 
fisico del animal 	 y la mantencion de la temperatura corporal esta determinada por el 
equilibno ntre la pérdida y la ganancia del calor En la medida en que la temperatura ambiental 
aumenta, la eficiencia de la perdida de calor disminuye debido al menor gradiente de 
temperatura entre la piel del animal y el medio ambiente 
En esta situacion, el animal puede en cierta medida, mantener la temperatura corporal a traves 
de la vasodilatacion que aumenta la temperatura de piel y el flujo de sangre penfenca, sin 
embargo si la temperatura ambiental sigue aumentando el animal debera depender de la perdida 
de calor por evaporacion a traves de la respiracion y/o sudoracion (hn & Monte 1975) esta 
capacidad de perdida de calor esta relacionada con el gradiente termico entre la temperatura de la 
superficie y medio (souza 
 el al 2007) 
1.32 Humedad relativa (Anas RA. Mader TL Escobar PC 2008) 
La humedad relativa (HR) es considerada un factor de potencial estres en el ganado ya que 
acentua las condiciones adversas de las altas temperaturas Los principales efectos de la HR 
están asociados con una reduccion de la efectividad en la disipacion de calor por suuoracion y 
respiracion, y estan negativamente asociados al consumo diario de agua. 
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La tasa de evaporacion depende de la gradiente de presión de vapor que existe entre el animal) 
el medioambiente circundante asi como de la resistencia al movimiento en contra de la 
gradiente 
Richards (1973) ieporto que a temperaturas superiores a los 30°C la HR comienza a asumir un 
importante rol en los procesos evaporativos En estas condiciones la sunple gradiente de presion 
de vapor no es suficiente para asegurar una adecuada evaporacion 
Asi entonces altas HR reducen el potencial de disipacion de calor tanto de la piel como del 
aparato respiratorio afectando a los animales especialmente en medioambientes en los que la 
disipacion del calor por vias evaporativas es crucial para mantener la condicion homeotermica 
133 	 Indice de Temperatura - Humedad (ITH)iandos D 2011)- 
Desarrollado 
0 1).
r llado originalmente por Thom en 1959 como indice de confort termico para los seres 
humanos fue utilizado mas tarde para describir el confort termico de los animales ya que 
Johnson et al (1962) y Cargill y Stewart (1966) observaron disminuciones significativas en la 
produccion, con el aumento en el valor del indice de temperatura y humedad Este indice abarca 
los efectos combmados de la temperatura ambiental y la humedad relativa y el rendumento 
animal Se utiliza mayormente para evaluar el confort de los animales 
14 SISTEMAS DE PRODUCCION OVINA (M E Ensmmger "Producción Ovina" 1970) 
Los sistemas de produccion ovina Pasturas en confinamientos y pastoreo conjunto son 
mecanismos que el productor determina al momento de criar y explotar este rubro Estos 
sistemas conllevan una serie de procedimientos que permite el control de las cnas que tenga el 
productor 
Esto permite aprovechar de manera segura los beneficios que se obtienen de este pequeño 
rumiante ademas previene y evita afecciones mantemendolos en buen estado de salud 
Otro factor fundamental es la epoca de servicio (apto para aparearse) La oveja a diferencia de 
otros animales posee una actividad sexual estacional 
Factores como la temperatura ambiental y la nutncion influyen sobre la manifestacion del celo 
en la oveja. Ademas se ha demostrado que la variacion de la luz (fotopenodo) es un factor que 
determina los fenomenos reproductivos y hormonales de esta especie Se producen al disminuir 
la cantidad de horas de luz, a traves del nervio optico (Lua Amaya ct al 2015) 
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14 1 Ahmentacion de los ovinos 
Los ovinos están adaptados a pastorear sobre praderas naturales que les proveen una variedad de 
plantas forrajeras y se mantienen mejor con pastos cortos y finos que con los altos o gruesos 
Aunque pueden comer cantidades considerables de malezas y matorrales prefieren las grammeas 
y leguminosas Excepto durante la epoca de particion o en el feedlot (corral de engorde) los 
ovinos rara vez reciben mucho grano 
En las regiones del norte las ovejas de los rebaños de granjas consumen frecuentemente de 1/4 a 
1/2 kilogramo diario de una racion de granos ademas de la asignacion de forraje desde un mes 
antes de la particion basta el momento en que son conducidos a la pastura de primavera. Se les 
suministra niveles mas altos de grano en el periodo de lactancia que durante la gestacion 
Por razones practicas la racion de las ovejas debe consistir en pasturas casi todo el año con 
henos bien curados y otros forrajes dispombles el resto del año mas una limitada asignacion de 
granos en ciertas condiciones 
El heno de buena calidad secado al sol y las pasturas suculentas no solamente proporcionan la 
mayona de las protemas necesarias sino que tambien son excelentes fuentes de calcio y 
vitamina, en especial vitaminas A y D en lo que respecta al ganado para engorde la terminacion 
de los corderos requiere una abundante provision de grano 
14 11 Requerimientos nutritivos especificos del ovino 
De identico modo que para otras clases de ganado estas necesidades pueden clasificarse en 
proteicas energeticas minerales vitaminicas y agua. Cada una de ellas debe de ser tratadas de 
manera separada 
La temperatura ambiental la velocidad del viento la humedad relativa y la radiacion solar son 
factores que tienen una fuerte influencia sobre el consumo voluntario de los alimentos la 
digestibilidad, el metabolismo y la disipacion de calor corporal (Romano y Martinez 2010) 
En animales rumiantes al bajar la temperatura ambiental de 10°C a 0°C el consumo de alimentos 
se incrementa 5 3% pero disminuye su digestibilidad en 0 31% por cada grado Celsius en los 
ambientes calidos los requerimientos energeticos para mantenimiento aumentan debido al 
mcremento de la respiracion, la sudoracion y el efecto calongeno hormonal (Romanoy Martinez, 2010) 
15 
Ademas de los efectos directos del calor sobre la produccion y calidad de los forrajes sobre la 
presencia de competidores como las malezas plagas y parasitos 
14 2 Estado de salud de los ovinos 
El productor debe estar al tanto de la mterrelacion que existe entre las enfermedades infecciosas 
y parasitarias de los ovinos Ya que muchas de ellas son transmisibles entre especies y al 
hombre 
La prevencion de enfermedades en ovinos requiere alimentarlos adecuadamente proveerlos de 
abundante cantidad de agua limpia y fresca, evitarles hacinamientos arbitrar los medios para que 
efectuen suficiente espacio y colocarlos en lugares limpios secos y bien ventilados 
Uno de los requisitos fundamentales es el perfecto conocimiento de estas medidas preventivas 
Tambien se debe tener nocion adecuada de las enfermedades mas habituales para reconocer y 
proceder a consultar al veterinario 
icos se presentan muchas enfermedades que merman la produccion entre las mas En los tro T 
comunes se pueden mencionar neumoma, fiebre aftosa, parasitos y otras El parasitismo elevado 
que se presenta en ovinos debilita a los animales y permite la transmision de otras enfermedades 
(Mendives 2007) 
Muchas infecciones causadas por hemoplasmas son cimicamente inaparentes pero en algunas 
especies pueden causar enfermedades evidentes aun en huespedes inmunocompetentes La 
enfermedad clmica incluye anemia hemohtica de leve a severa y es usualmente fatal en gatos 
ratones cerdos y corderos Otra caractenstica es que pueden persistir por años infectando 
animales en forma latente sin producir enfermedad 
Si se somete a los animales infectados a esplenectomia, estres u otros factores predisponentes 
usualmente se provoca la apancion de numerosas bacterias en sangre e mclusive signos chicos 
Tambien pueden infectar cromcamente tejidos de órganos reproductivos aunque esta posibilidad 
no esta bien investigada (Perey. N et al 2005) 
1421 	 Vectores biologicos 
Diferentes especies de artropodos tienen importancia veterinaria por causar enfermedades 
transmitir organismos patogenos a los animales y generar perdidas economicas significativas 
(Cortés Vecino JA. 2011) 
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14211 	 Garrapatas 
Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos obligados practicamente de todos los vertebrados 
terrestres (principalmente manuferos) aves reptiles y algunos anfibios y aunque han sido 
considerados parasitos cosmopolitas numerosas especies estan restringidas a regiones (habitats) 
especificas 
Para agrupar taxonomicamente a las garrapatas se han reconocido tres familias (Ixodidae 
Argasidae y Nuttalliellidae) dentro de la super familia Ixodoidea, a su vez incluida dentro del 
suborden lxodidae No obstante la clasificacion taxonomica de estos artropodos y la ubicacion 
de algunas especies dentro de un taxon determinado con frecuencia han generado debates 
Las herramientas moleculares actuales han permitido grandes avances cientificos en el 
entendimiento de las relaciones filogeneticas de las garrapatas 
El ciclo de vida de las garrapatas incluye cuatro estadios huevo larva, ninfa y adulto Las 
garrapatas ixodidas solamente presentan un estadio de ninfa, en tanto que las garrapatas 
argasidas tienen dos o mas estadios de ninfa. El ciclo de vida de las garrapatas ixodidas puede ser 
de uno hasta tres huespedes 
Las garrapatas poseen Importancia sanitaria y economica debido al daño directo que causan al 
alimentarse para extraer sangre de su huesped, a la transmision de microorganismos patogenos 
como bacterias (Rickettsias) protozoarios virus hongos nematodos (Experimentalmente) y a la 
moculacionde sustancias toxicas a su huesped 
Estan consideradas como el segundo grupo de vectores despues de los mosquitos de 
importancia en la transmision de enfermedades infecciosas a humanos y animales en el ambito 
mundial 
La capacidad vectorial de las garrapatas de la familia Ixodidae se ve favorecida por vanos 
aspectos En' primer lugar se alimentan por penodos relativamente largos durante los cuales 
permanecen firmemente adheridas al huesped y no se sueltan fácilmente En segunda instancia, 
la picadura, 'usualmente indolora, pasa desapercibida hasta que la garrapata se mgurgita 
completamente de sangre 
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Como tercer punto el ambiente en el intestino medio de las garrapatas es menos hostil que el de 
insectos hematofagos ya que poseen proteasas mtracelulares en consecuencia, los patogenos 
mgendos no estan expuestos directamente a la accion proteohtica de estas enzimas 
Esta caractenstica les da ventajas como transmisores de agentes patogenos y ubica a las 
garrapatas en los artropodos que mayor cantidad de organismos transmiten. (Cortas Vecino J A. 2011) 
Melophagus ovinus conocido como falsa garrapata es un insecto de la Familia Hippoboscidae 
(diptero aptero) que hace vida parasitaria en forma permanente y obligada principalmente en 
ovinos Toda su vida transcurre en el vellon, y la transmision ocurre por contacto directo entre 
los animales 
El ciclo biologico tiene una duracion variable de 24 a 36 dias relativamente largo en 
comparacion con los ciclos de otros ectoparasitos de los lanares Es hematofago estricto y la 
sangre constituye su umca mgesta (OIcha, F Corley .j i, M Rifo F & Cabrera, R 2006) 
Melophagus ovinus es un parasito de frecuente apancion en los ovinos de distintos paises sobre 
todo de las areas templadas y frias (OIabra, F y Larroza, M Cabrera, R & Raffi Y 2007) 
14212 	 Piojos y Acaros 
Los piojos que afectan a estas especies son diversos e incluyen a los masticadores Bovicola ovis 
(ovejas), Bovicola crassipes (cabras Angora) Bovicola caprae (cabras y ovejas) y Bovicola 
limbatus y los piojos chupadores Linognathus ovillus (ovejas) Linognathus stenopszs (cabras), 
Linognathus africanus (ovejas y cabras) Linognathus vituli (cabras) y el piojo poda¡ 
(Lznognathus pedahs)(&re D eta! 2010) 
Cinco tipos de acaros causantes de sarnas se describen en ovinos y caprmos Psoroptes ovis es el 
causante de la sarna psoroptica que afecta a ovinos Sarcoptes scabiei da origen a la sama 
sarcoptica que afecta a ovinos y caprinos la sarna conoptica es ocasionada por Chorioptes ovis 
en ovejas (Gutiérrez, D et al 2010) 
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14213 Moscas 
De los problemas causados por las moscas se asocia las causantes de miasis primarias y 
secundarias particularmente el gusano nasal O ovis una de las miasis primarias mas 
importantes en los ovinos y caprinos sin dejar de considerar al gusano barrenador Cochlzomyia 
hominivorax prevalente en Sudamenca. Dentro de los dipteros hematófagos se destacan la 
mosca brava o del establo Stomoxys calcitrans (Gut&e, D el al 2010) 
1 4 2 1 4 	 Mosquitos 
Hasta ahora se han comprobado las especies de mosquitos Aedes camptorhynchus y Culex 
annulirosiris como vectores de este microorganismo (Aguirre D Fi el al 2009) 
14 2 2 Anemia por Mycoplasma ovis 
La míeccion por Mycoplasma ovis es generalmente asmtomatica, aunque se han descrito cuadros 
clinicos de curso cromco y agudo La forma cromca se caracteriza por anemia moderada, fatiga y 
menor produccion de carne y lana. En animales portadores la anemia puede eventualmente 
acentuarse por estres inmunosupresion o enfermedades concurrentes La forma aguda cursa con 
fiebre anemia grave ictericia, depresion perdida de peso y muerte (Agme DR el al 2009) 
Este hemoparasito produce una anemia hemolitica regenerativa Se reduce la vida media de los 
eritrocitos debido a un incremento del ritmo de destrucción de los mismos La hemohsis puede ser 
resultado de un defecto intrmseco en los eritrocitos o de un defecto microvascular del lecho por 
donde circulai los entrocitos Como resultado se da la lisis de los globulos rojos en el espacio 
intravascular o extravascular que pueden desembocar en ictericia o hemoglobmuria K c, 
2007-Manual MERCK de veterinaria") 
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15 	 Mycoplasma ovi' 
Es una bacteria pleomorfa y un parasito obligado Esta bacteria se transmite por artropodos 
hematofagos y por fomites Hasta ahora son pocas las especies de vector comprobadas dentro de 
las cuales estan mcluidas garrapatas (Haemaphysalis plumbeum y R/npzcephalus bursa) y 
mosquitos (Aedes camptorhynhus y Culex annulirosiris) (A 	 DR et al 2009) 
Mycoplasma ovis se puede transmitir también de manera artificial por el uso de instrumental 
comun en distintas practicas ganaderas como vacunaciones esquila o aplicacion de caravanas 
(Aguirre D H. eta! 2009) 
15 1  Diagnostico del Mycoplasma ov,s 
Este microorganismo es un parasito obligado de los hematies de ovinos y caprinos no cultivable 
en medios artificiales 
Ha sido observado con la coloracion de Giemsa en frotis de sangre en la superficie de los 
entrocitos como pequeños organismos basofilos cocoides de 0 5 jim a 1 Ojtm de diametro 
Tambien por fluorescencia a traves de la tmcion de frotis con Naranja de Acndina (AgUUTe D H et al 
2009) 
La deteccion e identificacion de este microorganismo se han realizado con pruebas bioqumucas 
enzimaticas tincion fluorescente del ADN y las tecnicas moleculares dentro de las que se 
encuentran la Hibndacion de Acido Nucleicos (HAN) y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) (Yeimey Hernández eta! 2009) 
Los micoplasmas como caractensticas distintivas carecen de pared celular lo cual ha permitido 
desarrollar diferentes metodos de extraccion de ADN mucho mas sencillos basados en choques 
temucos o ruptura mecamca, para ser empleados en los ensayos de PCR., ademas de tener en 
cuenta las grandes ventajas que presenta esta tecmca como lo son su gran sensibilidad 
especificidad y rapidez en el diagnostico 
Esta tecmca, al igual que otras utlll72tlas para la deteccion de micoplasmas es aprobada por 
organismos reguladores internacionales en la Farmacopea Europea 2007 y  el Manual de OlE 
(Orgamzacion mundial de sanidad ammal) (Yey Hernández eta! 2009) 
CAPÍTULO II 
MATERIALES Y MÉTODOS 
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El estudio realizado es de tipo descriptivo transversal donde se diagnostico el microorganismo 
en una de las fincas dedicadas a la ovmocultura ubicada dentro de la provincia de Panama El 
periodo del estudio fue de 21 dias los cuales incluyen el periodo de toma de muestra y registro 
de los parametros ambientales 
La toma de muestra fue determinada por el personal del Departamento de Enfermedades 
Transmiibles y Salud publica de la Facultad de Medicina Vetennana (Figura 1) el cual realizo 
la extraccion de sangre a un total de 71 ovinos con cuadro anemico dentro de la programacion 
descrita en el Cuadro 1 
CUADRO 1 Programacion de la toma de muestras del personal de la Facultad de 
medicina veterinaria. 
Fecha de muestreo Sitio de Muestreo Numero de muestras 
6 de mayo de 2014 Finca n°1 Panama - Tocumen 20 
løde junio de20l4 Finca n2 Pan2'rna—Arraijan 12 
4 de septiembre de 2014 Finca n°3 Panama - Arraijan 7 
3 de octubre de 2014 Finca n°4 Panama - Capira 10 
13 de noviembre de 2014 Finca n°5 Panama— Chorrera 10 
6 de diciembre de 2014 Finca n°6 Panama - Chame 12 
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FIGURA 1. Toma de muestra de sangre en la finca #4. Personal de la Facultad de 
Medicina Veterinaria de la Universidad de Panamá tomando las muestras de sangre 
de los ovinos. 
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21 TOMA DE LAS MUESTRAS DE SANGRE(D B Moiton, et al 1993) 
Para la toma de la muestra de sangre se hizo una extraccion ubicando la vena yugular del cuello 
del pequeño rumiante De la misma, se tomo una cantidad de 4mL en un tubo con citrato de 
sodio como anticoagulante por eleccion para conservar las muestras previo al analisis molecular 
Las muestras de sangre extraidas se conservaron y transportaron al laboratorio a una temperatura 
de 4°C 
22 FROTIS SANGUINIEO (Murray PR et al 2003) 
Previo a la preparacion de los frotis con las muestras de sangre mezclamos suavemente los 
tubos por mversion de 5 a 7 veces hasta homogenl72r la sangre Se rotularon en los portaobjetos 
con lapiz de diamante los numeros de las muestras registradas Seguido se coloco una pequeña 
gota de sangre (02 ml aproximadamente) en un extremo de la placa, la cual se extendio con otro 
portaobjeto de bordes lisos y formando un angulo de 450grados con un movimiento continuo y 
hacia adelante Una vez hecho el frotis se deja secar a temperatura ambiente 
Se hicieron las placas por duplicado para estudio diferencial de células con las tmciones de 
Giemsa y Naranja de Acndma. 
23 TINCION DE LAS MUESTRAS 
2.3 1 Tmcion con GIEMSA 
Dentro de su composicion quinuca, la solucion de Giemsa esta compuesta por dos tipos de tinte 
Eosma como tinte acido y Azul de Metileno como tinte banco Ambos colorantes se encuentran 
en estado no ionl7Mo mientras se mantienen en solucion de alcohol metihco pero al añadir 
agua, se ionizan y se unen selectivamente a los constituyentes celulares precipitando como sales 
insolubles Los componentes celulares de naturaleza aniomca (acida) se unen selectivamente a 
los tintes catiomcos tiñendose en variados tonos de azul Estos componentes son llamados 
basofilos (ADN mitocondnas nbosomas y citoplasma de celulas ricas en ARN) 
Esas son las granulaciones que observamos en los globulos rojos que de manera natural no tienen 
acidos nucleicos (AJu' 1992) 
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Para poder preparar este tinte se necesito obtenerla solucion madre del tinte Giemsa, agregando 
Igramo de Colorante GIEMSA (constituido por una mezcla de azul de metileno y eosma) se 
diluyo el colorante agregando 54mL de Glicerol y 84mL de Metanol al 95% Se mezclo y dejo 
en la incubadora a 37°C por 24 horas para su maduracion 
Esta preporacion se diluyo con agua destilada o solucion amortiguadora en una proporcion de 
120 fue filtrada y colocada en vasos Coplm antes de usarla. 
La placa fue fijada en metano! durante 1 minuto se dejó secar fue teñida en los vasos Coplm 
durante 35 minutos y se observo la placa teñida al microscopio optico (1) B MU», et al 1993) 
2.32 Tincion con NARANJA DE ACRIDINA 
En las placas teñidas con Naranja de Acndina, pudimos observar fluorescencia, determinandose 
la presencia de acidos nucleicos (ADN) El tinte se mtercala entre estas biomoleculas 
Cuando está asociado al ADN el Naranja de Acndma es espectralmente similar a la 
fluoresceina, que absorbe ciertas longitudes de onda y emite luz fluorescente de longitud de 
onda larga. Sin embargo este principio es especifico para determinar la presencia de ADN mas 
no define cual es el microorgamsmo Es posible la apancion de falsos positivos en ambas 
tuiciones por los globulos rojos que no han llegado a su maduracion conservando aun restos de 
ADN (Cuerpos de Howell Yolly) (ARia 1992) 
Para preparar la solucion madre se agrego lg del tinte Naranja de Acnduia en lOOmL de agua 
destilada. Seguido se preparo la solución de trabajo añadiendo O 5mL de la solucion madre a 
5mL de buffer acetato pH 4 y se fijo la placa con alcohol metihco durante 1 minuto 
El frotis fue\ teñido con Naranja de Acridnia (solucion de trabajo) durante dos minutos y se 
observo la placa en el microscopio con luz ultravioleta (M. i R,Ct al, 2003) 
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24 EXTRACCION DE ADN 
Las muestras de sangre con anticoagulante fueron sometidas a extraccion del ADN mediante el 
KIT de extraccion de ADN DNeasly Blood and T:ssue kit de QIAGEN Previo al uso de este 
Kit de extraccion se realizo el lavado con buffer fosfato salmo (PBS) de las celulas de las 
muestras de sangre que a contmuacion se detalla. 
2 4 1 Lavado de celulas con PBS ~ratono de Genómica Vira! y Humana - Facultad de Medicina - 
Umveisidad Autónoma de Potosí mayo del 2008) 
• Para preparar el PBS se agrego una tableta tampon - PBS lista para una disolucion de lOOmL 
se esterilizo dicha disolucion en una autoclave durante 15 minutos a 121°C y  se agrego el 
PBS en viales de 25mL estenles mantemendo la esterilidad del mismo 
• Se dejó reposar la muestra de sangre en el tubo con citrato y se elimino el plasma 
• Se agregaron en el tubo con citrato de 2mL a 3mL de PBS estenl para lavar los globulos 
rojos se mezclo por mversion y centrifugo a 2000 rpm por 5minutos 
• Se decanto el sobrenadante y se agregaron de 2mL a 3mL de PBS para resuspender y se 
centrifugo a 2000 rpm por 5minutos 
• Se decanto el sobrenadante y se procedio a la extraccion del ADN 
• Se conservaron a -20°C aquellas muestras que no fueron anall7Mas el mismo dia. 
2 42 Extraccion de ADN 
Procedimiento para la extraccion de ADN acimiento A eta! 2011) 
• Se agregaron 20 liL de la muestra de sangre del tubo con citrato en un tubo para 
centnfugacion (microcentnfugacion) de 1 SmI o 2ml y se ajusto el volumen a 220 jiL con 
PBS (Laboratono de Genómica Viral y Humana - Facultad de Medicina - Universidad Autónoma de Potosí Mayo del 2008) 
• Se añadiron 200 liL de Buffer AL se mezclo con el vortex e incubaron las muestras a 56°C 
por l0mmutos 
• Se añadieron 200 jiL de etanol (96% a 100%) y  se mezclo con el vortex 
• Se coloco la mezcla a una columna de centnfugacion de 2m1 se centrifugo por un minuto a 
>6000xg (8000rpm) y se descarto el tubo de coleccion 
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• Se coloco la columna de centrifugacion en un nuevo tubo de coleccion de 2m1 se afiadio 
buffer AW1 se centrifugo por un minuto a >6000xg y se descarto el tubo de coleccion 
• Se coloco la columna de centnfi.igacion en un tubo de recogida de 2 ml nuevo se añadio 500 
ml de buffer AW2 y centrifugo durante 3 minutos a 20 000xg (14 000 rpm) Se desecho el 
tubo de recogida 
• La columna de centrifugacion fue transferida a un tubo de microcentnfugacion de 1 5mL o 
2mL 
• El ADN fue eluido por adicion de 200 jil, buffer AE en el centro de la membrana de la 
columna de centrifugacion Se incubo, durante 1 minuto a temperatura ambiente (15°C 
25°C) Se centrifugo durante 1 minuto a >6000x g (8000 rpm) 
• Se mantuvo las muestras a una temperatura de -80 ' C para proceder a la Reaccion en Cadena 
de la Polimerasa (PCR) con los cebadores genencos 
25 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA(Molina F  Dm Año 2012) 
Para la PCR se preparo la mezcla en base a los reactivos con la correspondiente cantidad 10tl 
del Master mix (Taq PCR Master mix Qiagen) 1 jil del Primer 340F 1 jil Primer 76411, 2 pi! de 
Agua de grado molecular y  6 pu ADN extraido - muestra Para la amplificacion inicialmente se 
calculo el volumen final multiplicando el volumen de los reactivos de la mezcla antes 
mencionad9 por la cantidad de muestras que se iban a amplificar 
Los cebadores utilizados de Mycoplasma sppseguian las siguientes secuencias 
o Cebador 340F CCA TAT TCC TAC 000 AAG CA 
o Cebador 764R TCA GTT ATA TCC CAO GTA CTC GCC 
La calibracion del termociclador para Mycoplasma ovis fue la siguiente 
). Desnaturahzacion a 95°C por 2 minutos 
35 ciclos de 95°C por 20 segundos 
> 35 ciclos de 57°C por 30 segundos 
> 35 ciclos de extension del ADN a 72°C por 30 segundos 
> Extension final del ADN a 72°C por 5 minutos 
> La muestra se conserva a 4°C 
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A los productos de la PCR obtenidos se les practico electroforesis en gel de agarosa, para 
observar las bandas en las muestras y de esta manera comprobar la presencia del Mycoplasma 
ovis 
26 ELECTROFORESIS( P D 2009) 
Para preparar el gel de agarosa se diluyo O 75g de agarosa en 50mL de tampon de electroforesis 
TBE 1X y se calento la disolucion 
Luego se le afiadio 2 5iL de bromuro de etidio al estar el gel de agarosa a una temperatura de 
60°C y  se afadió al molde un peme para que el gel forme los pocillos donde se colocaran las 
muestras Después que el gel se solidifico se coloco en la camara de electroforesis Dentro de la 
camara, el gel se sumergio añadiendo aproximadamente 200mL del buffer de electroforesis o 
TBE 1X En cada pocillo se colocaron 7tL de la muestra (ADN extraido) y 3 jiI, del tampon de 
carga (loadmg buffer) 
Se le aplico a la camara de electroforesis una comente de 100 voltios durante 30 minutos Los 
electrodos positivos y negativos que se disponen de un extremo a otro de la camara de 
electroforesis permitieron que las moleculas (ADN extraido de las muestras) pudieran migrar 
del extremo negativo al extremo positivo 
MUESTRAS DE SANGRE 
'mcion con Naranja de Acndina 
Se centnfuga la muestra dentro del 11 
con el anticoagulante citrato de sodio 
descarta el plasma. 
Lavar los globulos rojos con 
PBS esteni (una sola vez) 






eparacion de frotis de sangre completa 
Tmcion con 
Giemsa 
nservar la muestra a 4°C ha 
por 4 dias 
Venficacion de la presencia de ADN por electroforesis Las muestras resultantes se 
mantienen a - 20°C hasta realizar PCR 
PCR (amplificacion y corrida electroforeticas) 
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FLUJOGRAMA DEL TRABAJO  
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27 EVALUACION AMBIENTAL 
En el estudio se incluyo la observacion de factores ambientales que se han reportado asociados 
con el posible desarrollo y transmision del hemoparasito 
Se le aplico una encuesta el 23 abril del 2014 al encargado de la finca para obtener mformacion 
sobre el numero de ovinos, raza y descnpcion del ambiente (ver en anexo) 
> Toma de la temperatura y humedad dentro del area 
Se utilizo el equipo ArduDrop 10 del cual se obtuvieron los distintos tipos de datos ambientales 
para ser posteriormente analizados Su prmcipal sensor esta diseñado para medir humedad del 
suelo Esta humedad, depende en parte de las condiciones meteorologicas por lo que el 
dispositivo tambien dispone de distintos sensores para medir temperatura superficial al sol 
luminosidad, temperatura ambiente humedad ambiental y un sensor de intensidad de lluvia 
(disdrometro) (De Pablo Miguel, eta! 20 10) 
Procedimiento para utilizar el ArduDrop 10 (De Pablo Miguel el al 2010) 
• La medicion se tomo utilizando el dispositivo electromco ArduDrop 10 el cual se coloco en 
campo abierto con el fin de medir la temperatura y humedad en el ambiente 
• Con los datos obtenidos se calculé el indice de confort utilizando la formula de indice de 
temperatura y humedad (ITH) para ovino propuesta por Kelly Bond en 1971 la cual se 
detalla a contmuacion (Naz~os D 2011) ITH = T°C - [0 55 * (1 - HR)] [T°C - 14 41 
• De los valores obtenidos del calculo del indice de confort se hizo un analisis estadistico con 
ayuda del programa GraphPad Pnsm 60 para variables de tipo transversal y registrado de 
manera áleatona por el equipo ArduDrop 10 durante los 16 dias (11 C básico de Bioestadlstica Marzo 
2015) 
> Colecta e identificacion de vectores biologicos 
Las muestras recolectadas fueron identificadas con claves taxonomicas y en colaboracion con el 
Departamento de Entomología de la Universidad de Panama. 
27 1 Mosquitos (Rubio - Palis Y eta! Agosto2007) La captura de los mosquitos se hizo atraves de la 
trampa con Luz ultravioleta. 
27 2 Garrapatas 	 i, t al 2009) Captura de las garrapatas manualmente sin estropear la 
estructura bucal y conservada en viales con etanol al 70% 
27.3 Moscas Se uso trampa casera con cebo preparado y se conservaron las moscas 
capturadas en un vial con alcohol al 70% 
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INSUMOS Y EQUIPOS UTILIZADOS PARA LA TOMA DE MUESTRA DE 
PARAMETROS AMBIENTALES. 
FIGURA 2. Dispositivo electrónico ArduDrop 1.0 utilizado para tomar la temperatura y 
humedad ambiental. 
FIGURA 3. Trampa utilizada para capturar 
las moscas en la toma de muestra. FIGURA 4. Trampa de Luz ultravioleta utilizada r 




Luego de realizar los procedimientos indicados en el capitulo de materiales y metodos se 
procede a presentar los resultados a contmuacion 
En el microscopio optico se observa una de las muestras considerada como sospechosa 
(Figura 5) y  se señala la granulacion basoflia en la membrana del eritrocito En contraste en la 
Figura 6 se presenta la imagen de otra de las muestras clasificada como 'NO sospechosa, 
donde no se encontro granulacion basofila en la membrana del eritrocito 
De las placas teñidas con Naranja de Acndma observadas en el microscopio de luz ultravioleta, 
se observa en la Figura 7 la fluorescencia en la membrana del eritrocito que indicaría la 
presencia de' ADN la cual fue clasificada como sospechosa Contrario a lo observado en la 
imagen de una de las muestras (Figura 8) no se presenta fluorescencia en la membrana del 
eritrocito 
En la Grafica 1 podemos observar la representacion de los resultados de las tinciones con 
Giemsa, donde se comparan las muestras tomadas en las fincas N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 y  N°6 
Se detalla en la grafica la cantidad de muestras sospechosas y "NO' sospechosas De igual forma 
en las Graflca 2 se observa la cantidad de muestras sospechosas y 'NO sospechosas en los 
respectivos sitios de muestreo de las fincas teñidas con Naranja de Acndma 
En el Anexo en el Cuadro £2 se detallan las 41 muestras que fueron seleccionadas como 
sospechosas con su respectiva identificacion. 
En la Figura 9 se observa que en la electroforesis de extraccion de ADN de las muestras 
sospechosas que corresponden a la finca N°4 a saber MM - 14 M4e - 14 M4h - 14 M4f— 14 
y M4a - 14 presentan bandas de la moleculabuscada. 
En la Figura 10 de la finca N°5 vemos que las muestras que presentan las bandas de ADN en la 
electroforesis son M5a - 14 M5b - 14 M5g - 14, M5e —14 y M5f— 14 
En la Gráfica 3 se muestran los resultados de las figuras N°5 y  N°6 juntas 
En la Gráfica 4 se observan los resultados de todas las muestras a las que se les realizo la prueba 
de PCR. Solamente una muestra resulto positiva para Mycoplasma spp 
En la Figura 11 de las 10 muestras analizadas y como resultado de la prueba molecular (PCR), 
se observa en la electroforesis una sola banda de ADN de 400pb que corresponde a la muestra 
MM - 14 
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En el anexo se detalla en el Cuadro A 4 los datos del ITH de las ovejas por dia. 
De acuerdo a lo recolectado e identificado y utilizando las claves taxonomicas se descnbe las 
especies de insectos encontradas en el area 
• Mosquitos del genero Culex spp (Figura N°12) 
• Garrapatas del genero Amblyomma spp (Figura N°13) 
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FIGURA 5. Fotografía de la muestra Mit - 14 teñida con GIEMSA. 
Es clasificada como sospechosa. Las flechas señalan la granulación basófila 
en la membrana de los eritrocitos. 
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FIGURA 6. Fotografia de la muestra Mlj - 14 teñida  con GIEMSA. Es clasificada 
como NO sospechosa. No se observa ninguna granulación en el eritrocito. 
DE IIBLIOTECAS fE LA 
IJNIVERSIDAD DE PANAMÁ 
(SBaUP) 
36 
FIGURA 7. Fotografía de la muestra M5c - 14 teñida con Naranja de 
Acridina. Es clasificada como sospechosa. La flecha señala la fluorescencia 
en la membrana del eritrocito de la granulación basófila. 
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FIGURA 8 Fotografla de la muestra M51 - 14 teñida con Naranja de Acndma Es 
clasificada como NO sospechosa No se observa fluorescencia en la membrana del 
eritrocito 
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Resultados de muestras de sangre teñidas con 
Giemsa 
17 
6 	 7 	 6 
3 
5 
	 6 	 6 
o 
1 	 2 	 3 	 4 	 5 	 6 
U Sospechosas U NO sospechosas 
FIGURA 9. Gráfica de los resultados demuestras de sangre teñidas con Giemsa. 
En esta gráfica se pueden observar los resultados de las muestras de sangre teñidas 
con Giemsa. Se define la cantidad de aquellas que fueron consideradas como 
sospechosas, así como las que no lo fueron. 
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Resultados de muestras de sangre teñidas con 
Naranja de Acridina 
6 6 4 
o73 6 6 5 	 _____________ 
o Aw gri  
1 	 2 	 3 	 4 	 5 
1 Sospechosas u NO soechosas 
FIGURA 10. Gráfica de los resultados de muestras de sangre teñida con Naranja 
de Acridina. En esta gráfica se pueden observar los resultados de las muestras de 
sangre teñidas con Naranja de Acridina. Se define la cantidad de aquellas que 




M4a - 14 
M4e - 14 
M4h - 14 
	 MM - 14 
FIGURA 11. Extracción de ADN de las muestras sospechosas en la finca n°4. 
Al realizar la electroforesis se tomó fotografia de la extracción de ADN realizada 
el 8 de octubre del 2014. Se señalan los resultados de las 5 muestras cuyas bandas 
fueron visibles, correspondiente a la finca n°4. 
M5a- 14 
M5g-14 	 M5b-14 
M5e-14 	 M5f- 14 
FIGURA 12. Extracción de ADN de las muestras sospechosas en la finca no. 
Fotografia de la electroforesis de la extracción de ADN realizada el 13 de 
noviembre del 2014. Se señalan las 5 muestras cuyas bandas fueron visibles 
correspondiente a las muestras de la finca n05. 
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EXTRACCIÓN DE ADN 
Banda de ADN presente 
20 










FIGURA 13. Gráfica del resultado de la extracción de ADN a las muestras 
sospechosas. Destacamos que se observaron 5 bandas de ADN presentes en la 
finca n°4 y  5 en la finca n°5; la cuales se prepararon para la prueba molecular PCR. 
Banda de ADN presente 
u Banda de ADN ausente 
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FIGURA 14. Gráfica del resultado de la Amplificación. Se determina el 
hallazgo de Mycoplasma ovis en una de las muestras de la finca n°4, ubicada 
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Muestra M4d 14 Banda de ADN de 400pb-450pb 
correspondiente a Mycoplasma spp 
- 
r 
Marcador de peso molecular (GelPilot - Quiagen Agarosa al 1%) 
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FIGURA 15 Resultado de la prueba molecular PCR muestra positiva M4d - 14 
Fotografia tomada despues de la corrida de electroforesis de la prueba molecular 
(PCR) Se observa que la banda de ADN mas delgada coincide con la banda del 
marcador de peso molecular de 400pb 
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FIGURA 16 Mosquito del genero Culex spp Mosquitos capturados con la trampa 






















































































En nuestro estudio los extendidos teñidos fueron tomados de sangre de ovinos que presentaron 
cuadro anémico el cual fue determinado por personal idoneo de la Facultad de Medicina 
Vetennana de la Universidad, de Panama No se hallo reporte de decesos dentro de las fincas en 
el penodo en que fueron tomadas las muestras 
Lo observado en las 71 tuiciones de los frotis tanto con Giemsa como con Naranja de Acndma 
de las muestras de sangre nos indica la sensibilidad y efectividad de estas tmciones en la 
deteccion de Mycoplasma ovis hemoparasito obligado mtracelular de los entrocitos 
De acuerdo al criterio de seleccion de cada tinte 41 muestras fueron identificadas con las 
granulaciones basoifias en la membrana de los entrocitos mediante la tincion de Giemsa 
Con Naranja de Acridma se observo la fluorescencia indicativa de presencia de ADN 
Las dos tuiciones coincidieron en sus respectivas lecturas dando informacion sobre las muestras 
que eran adecuadas para ser procesadas con la prueba molecular 
Al depurar las 41 muestras lavandolas con PBS y como resultado de la extraccion practicada a 
estas muestras pudimos observar en la electroforesis 10 bandas de ADN 5 de ellas 
corresponden a las tomadas en la finca n°4 y  las otras 5 en la finca n°5 
Aunque en las fincas n°4 y  n°5 se detecto la presencia de ADN obtuvimos como resultado de la 
prueba PCR, una muestra de la finca n°4 (M4d - 14) que se amplifico y se evidencio en la 
electroforesis con una banda de 400pb a 450pb que se corresponde con Mycoplasma spp el 
cual por el hecho de ser hallado en sangre nos confirma la presencia de Mycoplasma ovis Las 
muestras que no amplificaron en el PCR, pueden ser que se corresponden con otros 
hemoparasitos como Babesia spp o Anaplasma spp aoIív& A. M 2013) 
Con la deteccion del hemoparasito a traves de la prueba molecular PCR,, se confirma que esta es 
un sistema de deteccion alternativo con alto grado de confiabilidad, ahorros adicionales de 
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FIGURA 18 Representacion grafica de la frecuencia de los valores de ITH calculados 
Cuadro 2 Prueba - KRUSKAL WALLIS 
Analisis ITH 
Valor deP <00001 
,Es exacto o aproximado el valor de P? Aproximado 
,Las medianas varian significativamente (P < 0 05)9  Si 
Numero de grupos analizados 16 
Resumen de los datos 
Numero de tratamientos (columnas) 16 
Numero de valores (total) 232 




1 Esta mvestigacion ha permitido confirmar la utilidad de las tmciones de Giemsa y 
Naranja de Acndina, como prueba de tanuzaje Estas nos aportan la presuncion de la 
presencia de hemoparasitos en la sangre de ovejas 
2 La ventaja de la prueba molecular PCR en la deteccion de Mycoplasma ovis hallado 
en 1 de las 71 muestras de sangre de ovino nos permite unplementar la tecmca 
molecular en el diagnóstico como metodo sensible especifico del hemoparasito 
3 	 El diagnostico realizado a traves de las pruebas y la mterpretacion emitida, se informa 
el primer reporte de Mycoplasma ovis en Panama. 
4 	 Existe una connotacion en la evaluacion de los parametros ambientales realizada en la 
finca n°4 las cuales nos indica que estos factores ambientales permiten el desarrollo 
y transmision del microorganismo 
CAPÍTULO VI 
RE C OMENDAC IÓN 
55 
e Se debe hacer un estudio por un penodo mas extenso para determinar la prevalencia de 
Mycoplasma ovis en ovinos en Panama 
• Para las pruebas moleculares recomendamos aplicar una técnica que permita conocer la 
concentracion de ADN extraído 
• Implementar dentro de la evaluacion de factores asociados a la presencia y transmision 
del hemoparasitos parámetros biologicos como temperatura rectal frecuencia cardiaca o 
frecuencia respiratoria para comprobar que ambos (parametros ambientales y 
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ANEXOS 
DATOS DEL CLIMA 
Coordenadas: 	 942S u  
Superficie total (hectáreas): 




UNIVERSIDAD DE PANAMA 
PROGRAMA DE MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA AMBIENTAL 
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES 
Objetivo de la encuesta: Recopilar datos que nos permita conocer los aspectos generales de la 
zootecnia del ovino. 
	 - 
Esta encuesta se completa bajo el consentimiento del informante. 
Fecha.-,:5 : 	
 pellido y nombre: 
1. 	 IDENTIFICACIÓN DEL ESTABLECIMjENTO 
Ubicación del establecimiento: 
	 (r'» 
 
II. DATOS DE GANADARIA 
Indicar con una X la respuesta ciue aplica en la cría d 
—n RAZA EDE OVINO 
Suffolk Pelibuey, Dorset 
Dorper Black belly Manchega 
Katahdin  Texel Cheviot 





CORDEROS  4 
TIPO DE ALIMENTO 
Pastoreo 
><N 
Pastoreo + Pasto corte 
Heno 
Pastoreo + Pasto corte 
Pastoreo + Heno + Residuo 
Pastoreo + Otros 
Mezcla de las anteriores 








CUADRO AA CODIGO DE LAS MUESTRAS 










310 MIi - 14 










209 Mit- 14 
10-06-2014 ARRAIJAN 
54-G1 - 	 M2a-14 
51-G1 M2b-14 
68- Grupo 2 M2c-14 
BEICH- Grupo 2 M2d-14 
G2 - Oveja Roja M2f- 14 
G#3-A21 M2g-14 
G#3-A30 M2h-14 
Hembra #50 M2i-14 
M#104 M2j-14 














































CUADRO A 2 Placas sospechosas 























G4- Macho #45 M2k-14 
33 M21-14 
3-10-14 





















CUADRO A 3 DATOS REGISTRADOS POR EL ARDUDROP 10 Y CALCULO DE ITH 













29,9 766 274 856 252 632 
293 778 273 860 254 62,8 
288 792 27 1 866 25,6 65,7 
286 79,8 27 1 868 260 64,9 
28,2 818 269 875 26,5 623 
277 843 269 876 22,6 64,6 
268 880 22,0 67,0 
278 822 220 67,2 
30 1 73 1 22,0 67,0 
312 692 220 675 
346 570 219 67,1 






DIA 6 DE JUNIO 2015 DIA 7 DE JUNIO 2015 DIA 8 DE JUNIO 2015 
Temperatura 
ambiental °C 







ambiental °C - HUMEDAD RELATIVA % 
22 1 691 23 6 960 267 896 
219 681 231 960 280 832 
21,9 686 22,8 961 301 73,4 
21,9 69,3 226 96,3 308 71,6 
21,8 684 225 96,7 306 725 
21,7 69 1 22,6 96,6 303 73,8 
219 704 22,9 968 270 83,3 
218 69,6 246 952 253 87,6 
21,8 701 269 867 258 883 
2213 736 291 76,0 25,6 893 
32,3 595 310 682 249 90,5 
343 525 31,2 68,2 244 93,3 
336 552 316 650 243 944 
330 57 1 30,6 69,2 24,1 95,1 
329 595 255 895 239 960 
306 700 233 98,8 245 994 
274 823 23,8 975 
254 932 237 968 
247 936 235 976 
241 936 234 975 
241 946 232 981 
238 957 231 990 
232 982 
244 986 
DIA9DE JUNIO 2O15 1ODE JUNIO 2O15 
Temperatura ambientál°C HUMEDAD RELATIVA % HUMEDAD RELATIVA % - - Temperatura ambient1 °C 
25,2 966 25,4 944 
253 940 272 852 
240 95,2 300 - 	 73,8 
24,1 962 30,2 725 
240 97,1 27,7 793 
248 95,3 279 787 
264 89,9 279 794 
274 855 265 851 
276 831 270 838 
27,0 83,5 26,4 889 
258 88,6 253 919 
24,6 953 251 926 
240 966 246 949 
239 964 240 963 
238 968 256 906 
236 974 257 900 
237 1016 261 906 











HUMEDAD RELATIVA % 
280 80,9 246 94 5 259 910 
29,6 738 244 95,5 25,9 920 
30,1 726 24,6 946 257 93,2 
297 724 244 955 302 76,5 
309 67,7 28,7 790 308 71,7 
32,3 610 290 77,2 323 66,0 
32,6 610 310 704 326 65,4 
31,4 662 321 66,4 330 649 
294 748 32,6 632 331 65,0 
28,5 77 5 319 680 32,9 67,0 
27,3 805 318 690 288 825 
26,2 85,9 31,4 692 253 96,5 
25,6 90,2 300 75,3 260 959 
24,9 93 0 28,7 790 258 974 
246 939 277 82,7 253 993 
244 947 268 863 253 990 
262 89,6 251 986 
260 903 251 986 
259 906 
259 911 












- 	 % 
273 902 276 882 276 897 
28,0 86 4 292 798 287 84,3 
29,6 79,0 30,9 714 30,0 77,9 
29,8 77,0 31,0 70 7 302 75,8 
307 74,5 31,8 687 30,3 75,5 
307 734 31,2 720 30,9 74,8 
29,4 777 303 763 307 746 
27,0 912 30,5 742 29,6 78,2 
27,8 849 294 78,3 290 810 
27,4 84,0 286 826 28,3 836 
269 873 273 876 275 876 
264 895 
263 902 
DIA 17DEJUNIO 2015 18 DE JUNIO 2015 
Temperatura ambiental °C HUMEDAD RELATIVA % Temperatura ambiental °C HUMEDAD RELATIVA % 
27,7 889 28,8 855 
297 80,4 31,0 763 
307 733 
324 658 






CUADRO A 4 INDICE DE TEMPERATURA HUMEDAD EN LA FINCA N°4 DONDE SE DETECTÓ LA MUESTRA 
POSITIVA 
FECHA 3/6/15 4/6/15 5/6/15 6/6/15 7/6/15 8/6/15 9/6/15 10/6/15 11/6/15 12/6/15 13/6/15 14/6/15 15/6/15 16/6/15 17/6/15 18/6/15 
279 264 23 - 208 234 26 25 251 266 	 - 243 266 267 269 269 277 
275 263 231 206 23 267 25 262 274 242 256 27 276 275 281 288 
272 262 235 206 226 278 237 278 277 243 253 278 283 281 283 
274 262 238 206 224 282 239 278 274 242 282 279 283 281 29 
268 260 24 205 224 28 238 262 28 27 282 284 288 282 294 
266 260 21 205 224 28 245 263 285 272 29 283 286 286 293 
260 206 207 228 26 257 264 287 283 291 275 282 284 292 
265 206 206 243 246 264 255 282 288 294 264 282 278 284 
278 206 206 26 251 264 259 273 289 30 267 276 275 277 
284 206 210 271 25 258 257 268 288 295 263 272 27 27 
298 205 166 281 244 251 248 259 288 274 26 264 266 
301 207 29 1 283 24 243 247 253 285 25 1 257 
310 289 283 24 23 8 243 25 279 257 257 
293 286 28 23 8 23 7 23 8 24 5 27 256 
268 288 25 237 236 25 243 264 253 
254 28 232 245 235 25 1 24 1 259 252 
248 26 1 24 23 8 25 5 25 5 25 
25 235 254 25 
243 234 253 





Tomando en cuenta que el indice de confort de los ovinos es 23 podemos observar que solo los dias 5, 6 y 7 de Junio se mantuvieron 
dentro del indice no asi con el resto del tiempo 
CUADRO A 5 ESTADISTICO DESCRIPTIVO DE ITH REGISTRADO 
3/6/15 4/6/15 5/6/15 6/6/15 7/6/15 8/6/15 9/6/15 10/6/15 11/6/15 12/6/15 13/6/15 14/6/15 15/6/15 16/6/15 17/6/15 18/6/15 
Numero de valores 6 17 12 22 24 16 17 17 16 20 18 13 11 11 10 2 
Valor Mínimo 266 248 205 166 224 237 235 238 241 242 23 257 264 266 269 277 
25%Percentil 2675 26 206 206 2303 241 2375 249 2508 253 2528 2615 272 27 2753 277 
Mediana 273 264 2083 223 234 2505 243 233 2705 267 2563 267 282 278 2835 2825 
75% Percentil 276 2885 234 2658 2575 2753 254 2625 2793 2845 2903 2785 283 282 2923 288 
Valor Máximo 279 31 24 291 283 282 264 278 287 289 30 284 288 286 294 288 
Media 2723 2724 2183 2332 2438 2561 2459 2565 2661 266 2688 2695 2781 277 2833 2825 
Desviación estándar 04761 1824 1482 3606 2061 1651 1001 1085 1555 1737 19 09483 0779 06557 09166 07778 
Error estándar de la 
media 
01944 04423 04277 07688 04208 04127 02428 02632 03886 03885 04477 0263 02349 01977 02898 055 
Lower 95% CI of mean 2673 263 2089 2172 2351 2473 2407 2509 2578 2579 2594 2637 2729 2726 2767 2126 
Upper 95% CI of mean 2773 2817 2277 2492 2523 2649 251 2621 2743 2741 2783 2752 2833 2814 2899 3524 
PRUEBA DE SHAPIO - WILK 
Valor W 09728 08773 07616 08777 07969 08721 08666 09511 09208 08948 08132 09301 09213 09455 09127 
Número muy 
pequeño 
Valor  09108 00288 00035 00109 00003 00293 00194 04745 01737 00330 00023 03418 03300 05871 03001 
Pasa la prueba de 
normalidad (alfa=0 05)9 Yes No No No No No No Yes Yes No No Yes Yes Yes Yes 
Sumatoria 1634 463 262 5131 5851 4098 418 4361 4257 532 4839 3503 3059 3047 2833 565 
